Олигонуклеопептиды. III. Синтез и изучение аргининсодержащих олигонуклеотидил- (P→N) -пептидов by Ярмолюк, С.Н. et al.
acyl-tRNA synthetase activity. Electrophoretical analysis of the translational products 
with subsequent f luorography has revealed redistribution in the spectrum of the pro-
teins synthesized in cell-free system under EMI. 
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III. СИНТЕЗ И ИЗУЧЕНИЕ АРГИНИНСОДЕРЖАЩИХ 
ОЛИГОНУКЛЕОТИДИЛ- (P->N) -ПЕПТИДОВ 
Синтезированы аргининсодержащие олигонуклеопептиды фосфамидного типа. Изучено 
влияние пептидной модификации на способность олигонуклеопептидов к аффинному 
связыванию и их устойчивость к трипсину. 
* Приставка «дезокси» в обозначениях олигонуклеотидов опущена. 
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Введение. Олигонуклеотиды, модифицированные остатками пептидов, 
могут найти практическое применение как антисенс-олигонуклеотиды. 
При этом олигонуклеотидилпептиды (ОНП) должны удовлетворять не-
которым требованиям, которые непосредственно связаны с селективно-
стью и специфичностью их действия [1]. Во-первых, комплекс, образо-
ванный ОНП с комплементарной НК-мишенью, должен быть достаточ-
но устойчивым в широком диапазоне значений рН и ионной силы среды. 
Во-вторых, олигонуклеотидил-(P-^N)-пептид должен иметь продолжи-
тельный период полужизни in vivo, который определяется устойчиво-
стью ОНП к действию нуклеаз и протеиназ. Существенным фактором 
является также способность к проникновению ОНП через цитоплазма-
тическую мембрану клетки, что непосредственно влияет на эффектив-
ность его действия. 
Перечисленные проблемы частично решаются использованием ли-
зпнсодержащих пептидов как модифицирующих остатков при синтезе 
соответствующих ОНП, и особого внимания заслуживает применение 
полилизина как «транспортного» вектора» [2]. Ковалентное присоеди-
нение основного пептида (Ala-Lys)sAla к З'-концу 32-членного олигонук-
леотида обеспечивает устойчивость ОНП к действию фосфодиэстеразы 
из селезенки на длину последовательности, близкую к размерам цепи 
пептида [3]. 
Высокое в сравнении с ε-аминогруппой полилизинов значение рКа 
гуанидиновой группы в аргининовых пептидах приводит к образованию 
более устойчивых пептидо-нуклеиновых комплексов, вызывает большую 
стабилизацию фосфамидной связи [4]. Исходя из приведенных литера-
турных данных целесообразно было синтезировать ОНП с пептидами> 
содержащими аргинин. 
Материалы и методы. В работе использовали L-аминокислоты фир-
мы «Reanal» (Венгрия). Индивидуальность полученных пептидов про-
веряли методом тонкослойной хроматографии (TCX) на пластинках 
Kieselgel 60 («Мегск», Германия) в системах бутанол : уксусная кисло-
та : вода ( 4 : 1 : 1 ) (А) и бутанол : уксусная кислота : вода ( 5 : 2 : 3 ) 
(Б), а также электрофорезом на бумаге FN-17 (Германия) в горизон-
тальном приборе «Shattdon» (Великобритания) в градиенте потенциала 
50 В-см"1 при рН 6,5. Электрофореграммы и ТСХ-пластинки проявляли 
2 %-м раствором нингидрина в ацетоне и реактивом Сакагучи. Синтези-
рованные пептиды выделяли с помощью обращенно-фазовой хромато-
графии (ОФХ) на силикагеле L 40/100 («Chemapol», ЧСФР) , обрабо-
танном триметилхлорсиланом по [5] (ТМС-силикагель); ионообмен-
ной— на целлюлозе КМ-32 («Мегск», Германия), а также гель-фильт-
рующей — на Toyopearl HW-40 («Toyosoda», Япония). Пептиды IV, V 
очищали ОФХ на колонке Ultraprep С18 (21,2 ммХ15 см, «Вескшап», 
США) в градиенте концентрации ацетонитрила в 0,1 %-й трифторук-
сусной кислоте (TFA). Гомогенность всех пептидов и их производных 
устанавливали ОФХ на колонке Lichrosorb RP-18 (4,6X120 мм, «LKB», 
Швеция) в градиенте концентрации ацетонитрила в 0,1 %-й TFA. 
Спектры HMP-13C получены на спектрометрах Varian VXR-300 
(75,4 МГц) и Varian Gemini-200 (50,3 МГц) (США) с Фурье-превра-
щением. Спектры записывали в режиме широкополосного угнетения 
взаимодействия с протонами. Число сканирований изменялось от 500 
до 10 000 в зависимости от концентрации образца. Химические сдвиги 
сигналов определяли относительно внутренних стандартов тетраметил-
силана (TMC) и диоксана (±67,8 м. д. относительно ТМС). 
Удельное вращение плоскости поляризации измеряли поляримет-
ром «Perkin-Elmer 141» (Франция). Анализ полных кислотных гидроли-
затов проводили на аминокислотном анализаторе «Biotronic 5001 
(Германия). 
Олигонуклеотиды рТ(рТ)9 , TpTpTp были синтезированы, как 
описано в работе [6]. Кривые плавления комплементарных комплексов 
(0,16 M NaCl, 0,02 мМ NaH2PO4, 0,1 мМ ЭДТА, рН 7,4) регистрирова-
ли с помощью прибора для изучения термической денатурации в ульт-
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рамикромасштабе, созданного на базе спектрофотометра «Обь-4» 
(НИБХ СО Р А Н ) . 
ОНП выделяли методом ОФХ на жидкостных хроматографах «А1-
tex-232», «Waters-510» (США). Состав реакционной смеси синтеза О Н П 
анализировали путем капиллярного электрофореза (Р/АС System 2000, 
«Весктап» , США; размеры капилляра 75 мкмХ57 мм, рабочий раствор: 
20 мМ трициновый буфер, рН 9,0; 15 кВ; 25 °С). Процентное содержа-
ние компонентов реакционных смесей рассчитывали по площадям со-
ответствующих пиков (рис. 1). Наличие пептидного остатка в О Н П 
подтверждали данными ОФХ и капиллярного электрофореза продуктов 
Рис. 1. Анализ реакционной смеси, полученной в результате синтеза MeO-Arg-Ahx-
pCGTCCTC с помощью капиллярного электрофореза: 1 — MeO-Arg-Ahx-pCGTCCTC; 
2 — CTCCTGCp-5'-pGGTCCTC; 3 — pCGTCCTC 
частичного кислотного и щелочного гидролизов [7]. Продукты полного 
кислотного гидролиза ОНП (5,7 н. HCl, 24 ч) исследовали аминокис-
лотным анализатором «Biotronic 5001». В работе использованы дипири-
дилдисульфид (Py2S2) («Flyka», Швейцария), трифенилфосфин (Ph 3 P) 
{«Chemapol», Ч С Ф Р ) , N-метилимидазол (MeIm) («Ega», Германия). 
Химические сдвиги (δ, м. д.) сигналов 13С-углерода в спектрах ЯМР синтезированных 
соединений (I—IV), а также ряда модельных соединений 
Образец 
O 
Il 
—C-NH-
NH 
Il 
NH2-C-NH-
Ca 
NH2-Ahx 
Z-Ahx .— ,— — 
Ac-Arg — 157.187 53.539 
Ac-Arg-OMe — 157.073 51.577 
Z-Arg-OEt — 157.906 54.370 
NH2Ahx-Arg-OMe (IV) 175.364 157.946 53.587 
Z-Ahx-Arg-OH (I) 176.405 158.620 54.711 
Z-Ahx-Arg-OMe (II) 172.557 156.934 51.538 
Z-Ahx-Arg-Arg-OMe (III) 174.865; 174.553 159.608; 158.113 54.087; 53.498 
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Трипсиновый гидролиз ОНП (0,2 M NaHCO3, 37 °С, 12 ч) изучали 
на основании данных капиллярного электрофореза (рис. 2). 
К а р б о б е н з о к с и-є-а м и н о к а п р о н и л а р г и н и н ( 1 ) . К рас-
твору 2,66 г (10 ммоль) карбобензокси-в-аминокапроновой кислоты 
в 30 мл сухого хлористого метилена добавляли 1,15 г (10 ммоль) 
N-сукцинимида (HOSu) и 2,06 г (10 ммоль) дициклогексилкарбо-
диимида (DCC). 
После трехчасового перемешивания выпавшую мочевину отфильт-
ровывали, а фильтрат концентрировали в вакууме. Маслоподобный 
остаток растворяли в 15 мл диоксана, сюда же добавляли раствор 
Рис. 2. Анализ реакционной смеси энзиматического расщепления трипсином TpTpTp-
Ahx-Arg-OMe с использованием капиллярного электрофореза: 1 — TpTpTp-Ahx-Arg-
OMe; 2 — TpTpTp-Ahx-Arg-OH; 3 — TpTpTp. Штрих-пунктиром указаны возможные 
продукты деградации 
1,74 г (10 ммоль) аргинина в 4 мл воды. Реакционную смесь оставляли 
на ночь, выпаривали, осадок растворяли в 10 мл воды, обрабатывали 
изобутанолом ( 2 x 2 мл). Соединенные изобутанольные вытяжки промы-
вали водой (2X2 мл), выпаривали и хроматографировали на ТМС-си-
ликагеле (колонка 3X40 см) в градиенте концентрации изопропанола в 
0,05 %-й TFA. Выход аморфного гигроскопического продукта составлял 
2,8 г (65 %); Rf 0,39 (A), EArg 0,15, [ a ] D 2 0 + l ° (el, вода). Аминокислот-
ный анализ: Arg 1,15, Ahx 1,00. Данные 13С-ЯМР-спектроскопии приве-
дены в таблице. 
М е т и л о в ы й э ф и р к а р б о б е н з о к с и-є-а м и н о к а п р о -
н и л а р г и н и н а (II). 4 , 3 г (18 ммоль) карбобензокси-є-аминокапро-
новой кислоты и 4 ,6 г (18 ммоль) дихлоргидрата метилового эфира ар-
гинина растворяли в 4 0 мл абсолютного ДМФА. Охлаждая, добавляли 
2,5 мл (18 ммоль) триэтиламина (TEA), а через 3 0 мин — 4,14 г 
( 3 6 ммоль) HONSu и 4 , 5 г (22 ммоль) DCC. После 12-ч перемешивания 
мочевину отфильтровывали, фильтрат выпаривали. Маслоподобный ос-
таток растворяли в 100 мл изобутилового спирта и поочередно обраба-
тывали 0,5 M HCl ( 3 x 5 0 мл), насыщенным раствором NaCl ( 3 x 5 0 мл). 
Органическую фазу высушивали над безводным сульфатом натрия и 
выпаривали. Масло растворяли в минимальном количестве уксусной 
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кислоты и очищали с помощью гель-фильтрации (колонка 1,5x30 см) в 
1 M уксусной кислоте. Выход аморфного гигроскопического вещества 
составил 5,4 г (63,5 %). Rf 0,51 (A), EArg 0,62, [α] D20 — 10,5 (cl, вода). 
Аминокислотный анализ: Arg 1,12 (1), Ahx 1,05 (1). Данные ІЗС-ЯМР-
спектроскопии приведены в таблице. 
М е т и л о в ы й э ф и р к а р б о б е н з о к с и-е-а м и н о к а п р о -
н и л а р г и н и л а р г и н и н а (III) . 1 г (2,3 ммоль) соединения I и 
0,6 г (2,3 ммоль) дихлоргидрата метилового эфира аргинина растворя-
ли в 15 мл ДМФА. При охлаждении сюда же вносили 0,34 г (2,5 ммоль) 
N-оксибензтриазола и 0,52 г (2,54 ммоль) DCC. Реакционную смесь ос-
тавляли на ночь. Осадок отфильтровывали, растворитель отгоняли в ва-
кууме, остаток растворяли в 300 мл воды, доводили рН раствора вод-
ным аммиаком до 7,5 и наносили на колонку с КМ-целлюлозой в аце-
татной форме. Хроматографию осуществляли в градиенте концентра-
ции ацетата аммония (объем колонки 41 мл). Пептид обессоливали 
на колонке с Toyopearl HW-40 (элюция Ь M уксусной кислотой). 
После лиофильной сушки получили 0,94 г (63,6%) пептида III. 
Rf 0,29 (A), EArg 0,84, [ a ] D 2 0 — 1 0 , 5 (cl, вода). Аминокислотный 
анализ: Arg 1,90 (2), Ahx 1,01 (1). Данные 13С-ЯМР-спектроскопии 
приведены в таблице. 
М е т и л о в ы е э ф и р ы ε-а м и н о к а π ρ о н и л а ρ г и н и н а (IV), 
ε - а м и н о к а п р о н и л а р г и н и л а р г и н и н а (V). Получали при 
гидрировании 4,7 г (10 ммоль) II и 6,6 г (10 ммоль) III в смеси мета-
нол—уксусная кислота—вода ( 6 : 1 : 1 ) в присутствии 10 % палладия 
на угле. IV и V очищали с помощью ВЭЖХ. Получили 3,1 г (81,3 %) 
IV, аморфного гигроскопического вещества: Rf 0,47 (Б), EArg 1,17. Ами-
нокислотный анализ: Arg 0,95 (1), Ahx 0,98 (1). Получено 4,2 г (75,1 %) 
V, аморфного гигроскопического вещества: Rf 0,26 (Б), E,\rg 1,16. Ами-
нокислотный анализ: Arg 2,22 (2), Ahx 0,91 (1). 
М е т и л о в ы е э ф и р ы д е к а т и м и д и л - ( 5 / - ^ Ы ) -ε-а м и н о -
к а п р о н и л а р г и н и н а (VI), д е к а τ и м и д и л- (5/ -»- Ν) -ε-а м и н о-
к а п р о н и л а р г и н и л а р г и н и н а (VII) и т р и т и м и д и л - ( 3 ' - > -
— > - ] М ) - п р о л и л а р г и н и л в а л и н а (VIII). В 75 мкл абсолютного 
диметилсульфоксида растворяли последовательно 1,79· Ю -4 ммоль це-
тавлоновой соли олигонуклеотида, 3,58· IO-2 ммоль MeIm, 1,78X 
Х10~2 ммоль Py2S2, 1,78· IO-2 ммоль РІізР. Через 5 мин к полученному 
активному производному олигонуклеотида добавляли раствор 5,37X 
XlO - 2 ммоль соответствующего пептида в 25 мкл ДМФА, который был 
предварительно выпарен из 8,00· Ю -2 ммоль TEA и высушен над P2O5. 
Через 30 мин олигонуклеотидный материал осаждали из реакционной 
смеси 2 %-м LiClO4 в ацетоне. Продукт реакции выделяли путем ОФХ 
в градиенте концентрации ацетонитрила в 0,05 M растворе LiClO4. Вы-
ход V I — 5 6 , 3 % . 
Аминокислотный анализ: тимин 10,00, Ahx 0,73, Arg 0,81. Выход 
VII — 51,6 %. Аминокислотный анализ: тимин 10,00, Ahx 1,41, Arg 2,36. 
Выход VIII — 73,7%. Аминокислотный анализ: тимин 3,00, Pro 0,73, 
Arg 0,85, Val 1,11. 
Обсуждение результатов. Ковалентное присоединение поликатион-
ных пептидов к олигонуклеотидам приводит к образованию внутримоле-
кулярных цвиттерионных структур, влияя на физико-химические свойст-
ва олигонуклеотидов и пептидов, входящих в состав ОНП. С целью 
изучения влияния положительно заряженных остатков аргинина на 
способность олигонуклеотида образовывать комплементарные комплек-
сы, а также для оценки устойчивости олигонуклеотидил-^б'-ИЧ)-пепти-
дов к действию протеиназ мы синтезировали ряд аргининсодержащих 
ОНП. Конструирование ОНП с использованием в пептидных остатках 
длинного спейсера — ε-аминокапроновой кислоты (Ahx) в разных ком-
бинациях с аргинином способствует образованию стереохимически вы-
годных цвиттерионных структур. 
Пептиды I—VI синтезированы классическими методами в растворе. 
Пептид II получен дициклогексил-^оксисукцинимидным методом, пеп-
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тиды III и VI — дициклогексил-1-оксибензтриазольным. Поскольку синь 
тез осуществляли без предварительной защиты гуанидиновых групп ар-
гининов, основное внимание уделялось очистке синтезированных соеди-
нений. Оптимальной схемой очистки данного типа пептидов была ионо-
обменная хроматография на КМ-целлюлозе с последующей гель-фильт-
рационной на Toyopearl HW-40. Отмечено, что вследствие значительной 
гидрофобности целевого продукта в сравнении с исходными вещества-
ми процесс гель-фильтрации сопровождается также разделением соеди-
нений по принципу обращенной фазы. 
Для подтверждения структуры синтезированных соединений была 
использована 13С-ЯМР-спектроскопия. Для корректного отнесения сиг-
налов в спектрах 13С-ЯМР были использованы литературные данные 
[8], спектры аминокислот и их производных. Результаты приведены в 
таблице. В спектрах 13С-ЯМР всех пептидов можно выделить четыре 
области: 20—65 м. д., где находятся сигналы α, β, γ и δ углеродных ато-
мов алифатических цепей аминокислот; узкий участок 156—158 м. д., 
в котором находится сигнал гуанидинового углерода; область 155— 
185 м. д., куда попадают сигналы карбонильных и карбоксильных угле-
родных атомов пептидов; и, наконец, область 120—140 м. д., в которой 
можно было наблюдать сигналы карбоксибензоксигруппы (кроме сигна-
л а — CH2—, находящегося в районе 65 м. д.). Спектр DEPT дал воз-
можность вычленить сигналы углерода алифатической области. По-
скольку сигналы — CH2 — как аргинина, так и ε-аминокапроновой 
кислоты лежат рядом, трудно осуществить их отнесение. Поэтому 
в данной работе все сигналы —CH2— в спектрах представлены без 
отнесения. 
Конденсацию олигонуклеотидов с пептидами проводили после пред-
варительной активации концевых фосфатных групп олигонуклеотидов 
с помощью смеси Py2S2 и РІізР в присутствии MeIm. Промежуточный 
Ы-метилимидазолидо-5'-олигонуклеотид избирательно реагирует с ε-ами-
ногруппой N-концевой аминокислоты пептида, в то время как гуаниди-
новая группа аргинина протонирована [7]. Синтезированные ОНП вы-
деляли путем ОФХ. Выходы в случае H-Pro-Arg-Val-OMe составляли 
80—90 % и достигали 50—60 % у пептидов, содержащих Ahx. Низкие 
выходы в последнем случае, по нашему мнению, обусловлены довольно 
высокой основностью Ahx-пептидов, инициирующей образование побоч-
ных веществ, в частности симметричного пирофосфатата олигонуклео-
тида (рис. 1). 
Известно, что основные полиаминокислоты стабилизируют двойные 
комплексы нуклеиновых кислот, и эта стабилизация пропорциональна 
уменьшению ионной силы [9]. Мы изучали влияние ковалентно присо-
единенного основного пептида на способность олигонуклеотида образо-
вывать комплементарные комплексы. Как видно из приведенных ниже 
данных, короткие аргининсодержащие пептиды в составе ОНП практи-
чески не действуют на стабильность комплементарных комплексов при 
физиологических значениях ионной силы. Температуры плавления ком-
плексов рАїб с олигонуклеотидил-(5 '^N)-пептидами (°С): 
Близкие результаты получены авторами [10] при изучении взаимо-
действия модельных трипептидов с комплексами нуклеиновых кислот. 
Таким образом, мы не наблюдали нежелательного снижения термиче-
ской устойчивости комплементарных комплексов с ОНП. Литературные 
данные и наши результаты дают основание надеяться, что эффекты ста-
билизации можно достичь путем увеличения длины положительно за-
ряженного пептида. 
PT(PT)9 28 3-
29,0 
28,3 
28,6 
Tiop-5'-Ahx-Arg-OMe 
Tiop-Sr-Ahx-Arg-Arg-OMe 
Tiop-S'-Ahx-Arg-Ahx-Arg-OMe* 
Звездочкой обозначен пептид, синтезированный 
аналогично V и IV. 
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Ранее изучалось взаимное влияние структурных элементов О Н П 
на действие нуклеаз и протеиназ [3, 4]. Считалось, что присоединение 
аминокислот (пептидов) к 5'- или З'-концам олигонуклеотидной цепи 
не влияет на эффективность действия соответственно 3'- или 5'-экзонук-
леаз. Позднее было установлено, что в случае основных пептидов нукле-
азное расщепление осложняется, очевидно, вследствие образования 
внутримолекулярной структуры [3], однако действие протеиназ на та-
кие О Н П не исследовалось. Четкой картины влияния нуклеотидного 
фрагмента на расщепление пептидной связи не наблюдалось, возможно,, 
потому, что использовались только Z), L-пептиды [4]. 
Для изучения энзиматической устойчивости пептида в ОНП исполь-
зовали трипсин. Инкубация с ним TpTpCp-Pro-Arg-Val-OMe привела к 
100 %-му образованию TpTpTp-Pro-Arg-OH, что согласуется со специ-
фичностью действия фермента. В этих условиях TpTpTp-Ahx-Arg-OMe 
гидролизуется до TpTpTp-Ahx-Arg-OH неполностью ( 8 0 % ) , что, воз-
можно, вызвано образованием вторичной структуры (рис. 2). Трипси-
новое переваривание синтезированных пептидов в стандартных услови-
ях происходило согласно специфичности фермента и до конца. 
Итак, полученные нами результаты дают основание надеяться, что 
ОНП, содержащие аргининовые пептиды, могут быть использованы для 
повышения эффективности действия антисенс-олигонуклеотидов. 
S u m m a r y . Some arginine-containing oligonucleopeptides of phosphamide type 
were obtaining. We have studied effect of the peptide modification on the binding affi-
nity and stability to trypsin of oligonucleopeptides. 
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